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論 文 内 容 要 旨
フ ェニ トロチ オ ン(化 学 名:O,O-dimethylO一(3-Inethy1-4-nitrophenyl)phosphorothioate)
は,世 界 各 国 で 広 く使 用 さ れて い る低 毒 性 有 機 リ ン殺 虫 剤 で あ り,そ の殺 虫 作 用 機 序 は,true
cholinesterase(Acetylcholinesterase,以 下AChE)の 阻 害 に 起 因 す る 過 剰 の ア セ チ ル コ
リ ンに よ る神 経 麻 痺 と考 え られ て い る 。 この酵 素 阻害 は,ヒ トで も全 く同様 の反 応 とな って あ ら
わ れ る の で,本 剤 の散 布 者 や曝 露 の 可能 性 の あ る作 業 者 に 対 して は,十 分 な 安 全 確保 の 対 策 が 必
要 で あ る 。
安 全対 策 の うち,1)中 毒 量 を判 定 し,安 全 に取 扱 え る量(無 影 響 量)を 設定 す る こ と,2)
中毒 時 の治 療 法 を確 立 す る こ と,の2点 が特 に 重要 な 課題 で あ る 。
ユ)の 安 全 で効 果 的 な フ ェ ニ トロチ オ ンの 散布 方 法 は野 外 実験 等 で検 討 され,そ こで 無 影 響 量
の設 定 が な さ れて い る 。一 般 に,有 機 リン殺 虫剤 中毒 時 の コ リンエ ス テ ラー ゼ 阻 害 に つ い て は,
ヒ トで は 阻害 度 が か な り高 度 で な い 限 り自覚 症 状 が な く,い わ ゆ る潜在 的 中毒 とい う危 険 な 状 態
に な って い る場 合 が あ る 。 そ こで本 論 文 で は,ま ず フェ ニ トロチ オ ンに 曝露 さ れ た 場 合 に 最 も敏
感 に活 性 の低 下 を示 す 血漿 コ リンエ ス テ ラー ゼ(以 下ChE)に 注 目 し,そ の測 定 法 を検 討 した 。
野 外 実 験 で頻 繁 に用 い られ る ∠pH法 に よ り血 漿ChE活 性 を 測 定 す る と,本 来 阻 害 を受 けて い る
と思 わ れ る酵 素 活 性 が,未 処 理 群 の活 性 と変 わ らな い場 合 が あ る こ とを 経験 した 。 フ ェニ トロチ
オ ンに よ る影 響 が認 め られ な い 理 由 と して,阻 害 さ れ た酵 素 の 自発 的 再 賦 活 化(Spontaneous
Reactivation)が 考 え られ た の で,こ の 自発 的 再 賦 活 化 に つ い て 詳 細 に謂 べ る と と も に,4pH
法 は 中毒 の判 定 に は不 適 当で あ り,無 影 響 量 の設 定 は不 可 能 で あ る こ とを 明 らか に した 。
っ ぎ に,中 毒 時 の治 療 法 に つ い て も検 討 を 加 え た 。従 来 よ りパ ラチ オ ン中毒 に は 著 効 を 示 す 薬
物 と して2-pyridinealdoximemethiodide(2-PAM)が あ るが,こ の 薬物 は低 毒性 有機 リン剤
中毒 に対 して は無 効 も し くは若 干 の解 毒 効 果 しか認 め られ な い とい われ て い る 。 しか し,本 研 究
に お い て,ラ ッ トに フ ェ ニ トロチ オ ンを投 与 した場 合 に2-PAMの 有 効 性 を調 べ る と,中 毒 症
状 の 改善,生 存 率 の 上昇,延 命 効果 さ らに コ リンエ ステ ラー ゼ の再 賦活 化 効 果 の あ る こ とが 明 ら
か とな った 。
以 上,フ ェニ トロ チ オ ン中毒 時 の 酵 毒活 性 測 定 法 と薬 物 処 理 法 とい う観 点 か ら検 討 し,下 記 の
よ うな結 果 が得 られ た 。
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1有 機 リン化合物 による血 漿コ リンエステ ラーゼ阻害 と自発 的再 賦活化
1.フ ェニ トロチオ ン投 与 に よ り阻 害 され た ラ ッ トの血 漿 コ リン エ ス テ ラ ー ゼ活 性 の 自発 的 再 賦
活 化
フ ェニ トロチ オ ン(以 下FNTと 略)を ラ ッ トに経 口投 与 後30分 で 採 血 し,血 漿 中 のChE活 性
を ア セ チル チオ コ リンを基 質 に用 い るDTNB法 で 測 定 した と ころ,阻 害 され たChE活 性 は保 存
の 時 間 経 過 と と もに上 昇 した 。 この現 象を 自発 的 再 賦 活 化(以 下SRと 略)と 呼 ぶ こ と とす る。
SRは 温 度 依 存 的 で あ り,保 存 温 度 が1℃ で は全 く認 め られ ず,10℃ で は著 明 で あ った 。 ま た,
このSRはFNTの 投 与 か ら採 血 まで の時 間 経 過 に も依 存 し,投 与 後30分 で 採 血 した 際 に認 め ら
れ た顕 著 なSRは,投 与後 採 血 まで の時 間 がか か るにつ れ て 次第 に認 め られ な くな る 。 す な わ ち,
3時 間 後 に採 取 され た検 体 で は漸 減 傾 向 を示 し,24時 間 経 過 後 に採 取 した検 体 で は 全 く認 め られ
な か った。 以 上 述 べ たSRは 血 漿ChE活 性 にの み 認 め られ,血 球 及 び脳 内AChE活 性 に お いて
は 全 く認 め られ なか っ た。 一 方,FNTの 生 体 内活 性 代 謝 物 で あ る フ ェ ニ トロオ キ ソ ン(以 下
FN-oxonと 略)と 血漿 をinvitroで37℃,10分 間 反 応 さ せ た 後,こ の 反 応 混 合 物 試 料 を さ ら
に1℃,17℃,37℃ の各 条 件 の もとへ 分 け,イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンを続 け,活 性 の変 化 を経 時 的 に
測 定 した と ころ,invivoで の 阻 害 と同 様 に温 度 依 存 的 なSRが 認 め られ た 。一 方,」pH法 に よ
るChE活 性 の測 定 で は,37℃ で の1時 間 の イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンが 必 要 で あ り,こ の 間 にSRが 発
現 す る ため,ChE活 性 が 正 し く得 られ な い ことが予 想 され た 。DTNB法 と4pH法 の両 法 で フェ
ニ トロチオ ン投与 後 の 血漿 のChE活 性 を測 定 し比 較 検 討 した結 果 ,∠pH法 に よ り得 られ る値 は,
実 際 の 活 性 値 を 示 すDTNB法 の 活 性 値 と異 な り,か な り高 い値 が 得 られ る こ とが わ か った 。以
上 の こ とか ら,ChEの 活 性 測 定 に は 』pH法 は 不 適 当で あ る場 合 が あ る と と もに,他 の 測 定 法 を
採 用 して も,採 血 後 の 保 存 温 度 を 低 く保 た な けれ ば 正 確 な活 性 値 は得 られ な い こ とが わ か っ た。
2.有 機 リン化 合 物 に よ り阻 害 され た 血 漿 コ リン エ ス テ ラ ー ゼ活 性 の 自発 的 再 賦 活 化 の動 物 種 差
上 述 のSRは,ラ ッ トの 血 漿ChE活 性 にの み 見 られ る もの か,又 は他 の 哺 乳 動 物 で も共 通 に
見 られ る も のか 検 討 した 。実 験 動 物 に,マ ウ ス,モ ル モ ッ ト及 び家 兎 を 選 び,FNT投 与 後30分
に 採血 した 後,経 時 的 にChE活 性 を 測 定 してSRの 有 無 を 調 べ た。 さ らに,ヒ トの 血 漿 にっ いて
は,in▽itroでFN-oxonを 加 えて 阻害 した後,活 性 のSRを 調 べ た 。 実 験 の 結 果,上 記 動 物 及
び ヒ トのい ず れ に おい て も顕 著 なSRが 認 め られ た 。 さ らに,こ れ らのSRが 血1漿中 のChE自 体
にお こ って い る ことを確 め るた め に,ChEに 対 して,よ り特 異 性 の 高 い ブ チ リル チ オ コ リ ンを基
質 に用 いて 検 討 した 結 果,ア セ チ ル チ オ コ リンを 基 質 に用 いて 得 られ た 結 果 と差 が な か った 。 し
た が って,SRは 阻 害 され た 血 漿ChEそ れ 自体 にお いて 発 現 して い る こ とが 確 認 さ れ た。
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3.各 種 有 機 リン化 合 物 の 投 与 に よ り阻 害 され た マ ウ スの 血 漿 コ りンエ ステ ラ ーゼ 活 性 の 自発 的
再 賦 活 化
FNTの 投 与 に よ り阻 害 され た 血 漿ChE活 性 に 見 られ たSRが,他 の 各 種 有 機 リン化 合 物 の
投 与 で も起 こ り得 るか 否 か に っ い て マ ウス を 用 い て検 討 した 。 有 機 リン化 合物 と して は,FNT
と同様 に,0,0一 ジメ チ ル基 を もつ マ ラチ オ ン 〔0,0-dimethylS一(1,2-dicarboethoxy)ethyl
phosphorodithioate〕,メ チルパ ラチオ ン(O,O-dirnethylO-p-nitrophenylphosphorothioate),
サ イ アノ ックス 〔O,O-dimethy10一(4-cyanophenyl)phosphorothioate〕,ト ル ク ロホ ス メ チル
〔O,O-dimethylO一(2,6-dichloro-4-methylphenyl)phosphorothioate〕 の4化 合物,さ らにO,
O一 ジメチ ル基 のな い シュア サイ ド 〔0-ethylO一(4-cyanophenyl)phenylphosphonothioate〕,サ
リチオ ン(2-methoxy-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-2-sulfide)及 び レプ トホス 〔O-methyl
O一(4-bromo-2,5-dichlorophenyl)phenylphosphonothioate〕 の3化 合物 を 用 い た 。 各化 合物 の
投 与 量 につ い て は,ChE活 性 を25%程 度 に減 少 させ る用 量 を 含 む2ま た は3用 量 を 設 定 し,こ
れ を マ ウ スに経 口投与 した 。投 与 後30分 に採 血 し,血 漿 を24℃ の 恒温 下 に保 存 し,経 時 的 にChE
活 性 を 測 定 した 。0,0一 ジメ チ ル 基 を 有 す る4化 合物 の うち,マ ラチ オ ン,メ チ ル パ ラチ オ ン及
び サ イ ア ノ ック スの 投 与 によ り阻 害 され たChEで は,著 明 なSRが 認 め られ た が,同 じO,O一
ジ メチ ル 基 を 有 す る トル ク ロ ホ ス メチ ル で はSRが 全:く認 め られ な か った 。 ま た,O,O一 ジ メチ
ル基 を有 しな い シュ アサ イ ド,サ リチオ ン及 び レプ トホス の投 与 に よ り阻 害 され た 血漿ChEで は,
SRは 全 くあ るい は殆 ん ど認 め られ な か った 。 以 上述 べ たSRに っ い て の特 性 は,各 化 合物 の 高
用 量 及 び 低 用 量 い ず れ も同様 の 挙 動 を 示 した 。 以 上 の 結 果 か ら,O,O一 ジメ チ ル 基 を 有 す る化 合
物 は,O,O一 ジ メチ ル 基 を 有 しな い 化 合 物 よ り もSRが 起 こ りや す い こ とが わ か り,SRと 有 機
リ ン化 合 物 の 化 学 構 造 に は 密 接 な 関 係 が あ る こ とが わ か った 。
Hフ ェ ニ トロ チ オ ン 投 与 に よ り 阻 害 さ れ た コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の 解 毒 剤
に よ る 再 賦 活 化
1.重 篤 な フ ェニ トロチ オ ン中 毒 ラ ッ トに対 す る解 毒 剤 の検 討
ラ ッ トにお け るFNT急 性 中毒 に対 して8種 類 の薬 剤,す な わ ち2-PAM,TPMM(tri-
methylene・1一(4-hydroxyiminomethyl-pyridinium)一3一(N-methylmorphoriniurn)dibromide),ア
トロ ピ ン,ス コ ポ ラ ミン,ビ ペ リデ ン,ジ アゼ パ ム,フ ェノ バ ル ビタ ー ル,還 元性 グル タチ オ ン
の 解 毒 効 果 を 中 毒 症 状 の 軽 減,生 存 率 の 上 昇,延 命効 果 を 指標 と して 調べ た 。FNTの 約LD50
量(500mg/kg)を 経 口投 与 した と きの 中 毒 に対 して は,オ キ シ ム剤 で あ る2-PAM及 びTP
MMが 顕 著 な解毒 作用 を示 したが,LD100に 相 当す る用 量(800mg/kg)に よ る中毒 に対 して は,
2-PAMの 効 果 は か な り減 弱 し,副 交感 神 経 遮 断 薬 の 方 が 有 効 で あ っ た。 しか し,ア トロ ピ ン
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は副交感神経興奮症状に対 しては著効を示す ものの,筋 線維束攣縮など運動神経系の興奮症状に対
しては全 く無効であり,こ れらの症状の改善には2-PAMが 有効であった。すなわち,FNTに
よる重篤な中毒に対 しても,パ ラチオン中毒同様に,ア トロピンと2-PAMの 併用療法が最良で
あることが示唆された。
2.フ ェニ トロチ オ ン投与 に よ り阻害 され た ラ ッ ト及び 家 兎 の アセ チ ル コ リンエ ス テ ラー ゼ活 性
の2-PAMに よ る再 賦 活 化
2-PAMがFNT急 性 中 毒 に対 して解 毒 作 用 を 示 す こ と は,2-PAMに よ りAChEの 再 賦
活 化 が起 きて い る ことを示 唆 す る もので あ る。 そ こで 以 下,2-PAMの 同 時 投 与後 の血 球,脳 内
AChE活 性 及 び血 漿ChE活 性 の 再 賦 活 化 にっ いて 経 時 的 に調 べ た。FNTの20mg/kgを 経 口
投 与 直後 に2-PAMを 腹 腔 内投 与 した とき,血 球,脳 内AChE及 び 血 漿ChE活 性 の いず れ も著
明 に 再賦 活 化 され た が,500mg/kgの 投 与で は2-PAMに よ る再 賦 活 化 は か な り減 弱 され た 。 こ
の こ と は,2-PAMが 軽度 の 中 毒 に は 著 効 を 示 す とい う傾 向 に 一 致 して い る。 ま た,2-PAM
の1回 投 与 に よ る再賦 活 化 は,2-PAM投 与 後2時 間 まで 認 め られ たが,6時 間後 で は消失 した 。
そ こで,2-PAMを 繰 り返 し投 与 す る と再 賦 活 化 は持 続 し,特 に血 球 中 のAChEの 再 賦 活 化 は
顕 著 で あ った 。 したが って,実 際 の ヒ トに お け る中 毒 の 処 置 に際 して も,2-PAMを 繰 り返 し投
与 す る こ と によ り有 効 と な り,FNT中 毒 の 処 置 に も十 分 使 用 で き る可 能 性 の あ る ことが 示 唆 さ
れ た。
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審 査 結 果 の 要 旨
フェニ・トロチオンは,現 在世界各国で使用頻度の高い低毒性有機 リン殺虫剤であり,そ の殺虫
作用の機構は,神 経伝達部位のアセチルコリンエステラーゼ阻害であり,そ の結果生ずる過剰の
アセチルコリンによる異常興奮,麻 痺によるものと考えられている。
本研究は,ま ず臨床的にフェニ トロチオンなどの有機 リン剤中毒の判定に用いられている血漿
コリンエステラーゼ(ChE)活 性値が,測 定法によって大 きな差のあることに注 目した。その
原因を考えると,低 毒性の有機 リン剤中毒時では,阻 害をうけたChEが 自発的に再賦活される
ためであることが判 り,こ の影響を避けるためには,迅 速な測定法が必要であることを明らかに




は,阻 害剤 として用いる有機 リン殺虫剤の化学構造によって大 きな差があり,特 に分子中にO,
O一ジメチル基を有するものにその反応の大きいことを認めた。またこの基を有 しているにも拘
らず再賦活化の小さい トリクロホスメチルの作用についても考察を加え,有 機 リン化合物 とChE
との反応には,定 説となっている酵素のセ リン残基のリン酸化反応のみならず,ア ニオン部位 と
の親和性 も大 きな役割を果たしていることを推論 した。また再賦活化は,ジ メチル リン酸化 され
たChEの 加水分解であることを示した。
更にフェニ トロチオンによって阻害 されたChEの 解毒剤による再賦活化を検討 し,フ ェニ ト
ロチオン中毒の臨床的な治療法にっいての実験的な裏付けを行 った。オキシム剤及び副交感神経
遮断薬を含む各種薬物のフェニ トロチオン中毒に対す る効果を調べたところ,最 も生存率を上げ
た薬物はア トロピンであるが,従 来無効 と考えられたオキシム剤PAMに も,中 毒症状の改善,
延命効果が認められた。この解毒効果は,ChEの 再賦活化であ り,投 与によって脳内アセチル
コリンエステラーゼ活性が回復することを示 した。
以上本論文は,低 毒性有機 リン殺虫剤中毒におけるChE阻 害を解析する際には自発的再賦活
化を考慮す る必要があることを明らかにし,ま た中毒の治療法 としてのオキシム剤の有効性を示
唆している。これ らの結果は中毒学的な新知見を含む とともに,臨 床的応用の面で も価値ある研
究であり,学 位論文に値するものと認める。
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